




その他のタイトル Stable-Isotope Probing of plastics film for




















ベル化した生プラを用い解析を行った。13C でラベル化した PHB フィルム（13C -PHB）を灰
色低地土壌に埋設し、7 日ごとにプラスチック表面から DNA を抽出し、13C -DNA のみを選択
的に回収した。これらの DNA を T-RFLP 解析に供し、PHB 分解菌の経時的な微生物群集構造
の変化を調べた。その結果、この DNA は、ほぼ 13C -DNA で構築されていることが明らかと
なった。このことより、PHB フィルム表面に存在する微生物のほとんどが、PHB を資化して





In this study, stable isotope probing of PHB film with 13C in order to explore the PHB 
degraders from different soil samples. The DNA Extracted from 13C labeled PHB film 
was subjected to ultracentrifugation. The resultant DNA was found labeled with 13C. It 
indicates that most of the microbes present on the surface of film might be PHB 
degraders. This 13C DNA was analyzed through 16S rRNA gene based T-RFLP and 
clonal analysis to identify different microbial communities. The results indicated the 
presence of different microbial communities on the surface of PHB films. 
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成成分のすべて（DNA も含まれる）を 13C で
ラベルする。ここから DNA を抽出し、セシ
ウム密度勾配遠心によって 12C と 13C の
























13C-PHB は Alcaligenes eutrophus に、炭
素源として 13C6-glucose を与え生産させたも




ルムを揮発させた。その後、PHB を 0.05 g



















せた。加工した PHB を埋設し、25℃にて 10








を用いた。また、Lysing Matrix E tube 内に






 DNA 抽出後の Lysing Matrix E tube にクロ
ロホルムを 1 ml 加え、1 分間激しく撹拌し、
上清を回収した。同様の操作を再度行い、PHB
含有クロロホルムを 2 ml 回収した。次に、
ねじ口試験管に回収した PHB含有クロロホル
ム 0.4 ml、クロロホルム 1.1 ml、1%安息香
酸含有クロロホルム 0.5 ml、5%塩化水素メタ
ノール溶液 2 ml を加え、メチルエステル化
を行った。反応は 100℃で 4 時間行った。反










抽出した DNAを鋳型として、16S rRNA 遺伝
子をターゲットとした Real-time PCR を行い、
最適サイクル数を決定した。プライマーには
真正細菌の 16S rRNA 遺伝子をターゲットと
したプライマー（10F）の 5‘末端に Cを付加
し、BODIPY® 修飾を施した蛍光プライマー










得られた PCR 産物に HhaⅠを用いて制限酵
素処理を行った。制限酵素処理後の PCR産物
2 µl、Hi-Di formamide15 µl、スタンダード
サイズマーカー（ GeneScan-500 Liz size 
standard,Applied Biosystems）0.1 µl を混
合し、95℃で 2分間熱処理を行った。熱処理





得られた PCR 産物を pGEM-T Easy cloning 
vector（Promega）に挿入し、これを E.coli 




































 各塩化セシウム濃度の 12C-PHB および
13C-PHB 由来 DNAの分布を次図に示す。13C-PHB
由来 DNAのピークは、全ての週において、1.73
から 1.75 g/ml に確認された。また、12C-PHB










































13C-DNA 中に 12C-DNA が存在する場合、塩化
セシウム中の DNA 分布において、ピークが 2
つ検出されると考えられる。しかし、全ての
週における 13C-DNA の塩化セシウム中の DNA
分布は、ピークが 1 つしか確認されなかった









なかった。13C-PHB 表面の T-RFLP プロファイ
ルにおいて 201 bp に大きなピークが確認さ
れた。また、2 週目から 6 週目にかけて微生
物群集構造の変化は確認されなかった。PEの
T-RFLP プロファイルにおいて、201 bp およ



































土壌サンプル 2 週目において、全 92 クロー
ン の う ち 、 Proteobacteria 門 が 33% 、
Firmicutes 門が 11%、Actinobacteria 門が
14％の割合を示した。PHB 表面上 2 週目にお
いて、全 94 クローンのうち Proteobacteria
門 が 87% 、 Bacteroidetes 門 が 3% 、
Actinobacteria 門が 9％となった。PHB 表面
上 6週目において、Proteobacteria門が 96%、
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